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НЕКОТОРЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ОБРАЗОВАНИЯ ПЛАСТИДНЫХ МУТАЦИЙ 
Ю. Д. БЕЛЕЦКИЙ 
Установлено, что М-нитрозо-Г\1-метилмочевина [МММ] эффективно 
в н л у и и р и т пластидные мутации у подсолнечника и ряда других выс-
ш н \ растений [3; 6; 28]. Пластомные мутанты подсолнечника пред-
стандены главным образом пестролистными растениями, которые ха-
р а к т е р п а м и я материнским наследованием мутантного признака, не-
мен.к-, к in и им растеплением в потомстве на зеленые, пестрые, желтые 
я белые п р о р о с Iкп , наличием на границе между нормальной и мутант-
лом и ннямн | с Iсрои, ьчетидных клеток и изменением ультраструктуры 
мутантных пластид [ 1 ; 17 — 18]. 
Индуцированный мутагенез хлоропластов дает возможность решать 
ря ; :••••!.и\ и практических задач, в том числе исследовать ме­
т а н и я пластнлных мутаций. В качестве подхода к изу-
к |ч . •;• : . - . . . I с;,1 нии мукший пластид мы использовали модификацию 
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частоты пластомных пестролистных мутаций, индуцируемых НММ, при 
помощи ряда факторов и веществ, особенно с известным механизмом 
действия. 
Материалы и методы. Воздушно-сухие семянки подсолнечника 
(инбредная линия 3629) обрабатывали в течение 18 ч водными раство­
рами НММ в концентрации 0,015—0,2% в условиях, приближенных 
к анаэробным. Обработанный материал отмывали в проточной воде в 
течение получаса, высушивали до исходного состояния и помещали на 
хранение. 
Д л я выяснения модифицирующего влияния температуры семенной 
материал обрабатывали при 7—8, 15, 20 и 25°С. 
В одном опыте обработанные мутагеном при 25°С семянки про­
ращивались при той же температуре в течение 4—6 ч сразу после обра­
ботки и спустя 6, 12, 24, 48 и 72 ч после ее окончания. 
В качестве возможных модификаторов мутагенного эффекта НММ 
на пластиды подсолнечника нами были использованы также 2,4-динн-
трофенол ( Д Н Ф ) в концентрации 1 - 1 0 _ J M , рифампицин ( Р ) — 0 , 1 5 % , 
кинетин (К) — 1 - 10 6 М, азотнокислый аммоний ( А А ) — 0 , 0 2 4 % , ко­
феин ( К О Ф ) — 5 - 10 - - 3 М и пара-аминобензойная кислота ( П А Б К ) в 
концентрации 1 • Ю - 4 М. Модификаторы в этих, концентрациях не тор­
мозили роста растений M i и не вызывали никаких генетических откло­
нений в M j . Обработанные НММ семянки после отмывания проращи­
вали на растворах используемых веществ в течение 4—6 ч при 25°С, 
а затем, после подсушивания, хранились. 
Время хранения во всех случаях составляло 12—14 сут. Хранение 
увеличивало выживаемость в М, с 1—4 минимум до 46—50%. 
Результаты. Наибольшая эффективность мутагена обнаружена при 
15°С — 37,3+3,9% по числу семей М 2 с пластомными мутациями и 
6,2+0,3% по числу пестролистных растений в М 2 . С повышением и по­
нижением температуры частота пестролистных растений значительно 
снижается. При 25°С Н М М вызывает всего 2,1 + 1,2% пестролистных 
форм по числу семей М 2 [5] (табл. 1). 
Таблица I . Влияние температуры на частоту индуцированной НММ внеядерной 
пестролистности 
т | Колп-
Темпера- ч с с г о о 
тура, С L , M t , M j 
Количество семей с внендер-
ной пест рол истностыо Количес гво 
растений М, 
Количестно пестролистных 
рлстений 
апсолютн. • У0С0Л1ОТН . % 
1» 150 56 37,3 + 3,9 5682 350 6,2 + 0,3 
20 159 22 13,8 " Л' 5932 66 1,1 + 0,1 
25 140 ;t 2,1 *1.5 5652 5 0,09 + 0,04 
Однако если сразу после обработки при 25°С семянки проращи­
вали при топ же температуре в течение 4—6 ч, а затем помещали 
па храпение, частота пластомных пестролистных мутантов возрастала 
до 58,3+7,1 % по числу семей М 2 [7] (табл. 2) . При проращивании 
ТиЛлицъ 2. Влияние проращивания обработанных НММ семянок на частоту 
внеядерной пестролистности 
Вариант опы га 
4 нслч 
семей 
JH, 
Количество семеи с nnt-
ядернон пестролистиостыо Число 
растений *, 
Число песгрплш гмин 
растений 
а б с о л ю т , | апсолютн. • 
НММ, 25 Г. ,40 3 2.1 f 1,2 5652 5 0.09 + 0.01 
НММ, 25 С + 48 28 58,3 + 7,1 1451 106 7,3+0,7 
+ проращивание 
6,3 т 0,4 НММ, ,5 С + 120 74 61.1 + 4,4 1 3013 190 
Г проращивание 
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обработанных семянок влияние температуры на частоту мутаций не 
проявляется. Очевидно, что ее возрастание определяется процессами, 
начинающимися при прорастании семян. 
Если начало проращивания обработанных семянок отдалить на 6ч 
от момента их обработки мутагеном, то частота пестролистных форм 
уменьшается почти вдвое. При интервале между окончанием обработки 
и началом проращивания в 12 ч частота пластомных мутаций снижа­
ется в 2,5 раза. Увеличение интервала до 24 ч приводит к снижению 
эффективности мутагена уже в 5 раз . Интервал в 72 ч приводит к тому 
же эффекту, что и хранение обработанных семянок в течение 14 сут 
(табл. 3) . 
Таблица 3. Влияние интервала времени между окончанием обработки семянок и 
началом их проращивания на частоту индуцируемых HMIW пластидных пестролистных 
мутаций подсолнечника 
Время, ч Растений 
' - , 
Выживае­
мость 
в М,, % 
Пестролистных растений 
в М, Семей 
м, 
Семей с пестролистными 
растениями в М а 
I'' - - Ч 
П 100 66.7 32 32,0 + 4,6 100 35 35,0 + 4.8 
6 п о 73,3 19 17,3+3,6 105 20 19,0 + 3,8 
12 99 66,0 14 14,0 1 3,5 95 13 13 6-3,5 
24 72 41,3 4 5,6 + 2,7 70 5 7,1 + 3,1 
48 79 52,7 ,3 3,8 + 2,1 75 2 2,7 + 1,8 
72 91 60,7 2 2,2+1,5 90 2 2,2 т 1,5 
336(14 сут) 72 48,0 1 1,4+1,4 72 9 2,7 + 1,9 
Оказалось , что дополнительное воздействие Д Н Ф и Р существен­
но снижает частоту пестролистных растений с 58,3-1-7,1 до соответствен­
но 18,8 =t4,8 и 23,5-±5,9% по числу семей М 2 . Такая же картина на­
блюдалась при другом способе п о д с ч е т а — Д Н Ф уменьшил частоту 
мутаций с 7 ,3±0 ,7 до 1 ,1±0 ,3%, а Р — д о 1 ,4±0,3% [8] (табл. 4). 
Таблица 4. Влияние 2,4-динитрофенола и рифампицина на частоту индуцированной! 
Н 1 У Ш внеядерной пестролистности 
Вариант опыта 
Выживае­
мость 
Число 
семей 
М а 
Число семей с внеядерной 
пестролистностью Число 
расте­
ний ,М ( 
'(ж.., ) пестролистных 
растении 
абсолютн. абсо.потн. | °о 
н м м 160 48 28 58,3 + 7,1 1451 106 7,3 + 0,7 
Н М М + 2 . 4 Д П Ф 21,3 64 12 18.8 + 4. 1349 15 1,1+0,3 
НММ +- Р 17,0 51 12 23 5 + 5,9 1190 16 1,4 + 0,3 
Обнаружен явный анти-мутагенный эффект ДА, который снижает 
эффективность НММ с 61 ,7±4 ,4 до 6 , 5 ± 2 ; 5% по числу семей Мг 
с пестролистными растениями (табл. 5) . П А Б К при повышении выжи-
/ / uii i 5. Влияние азотнокислого аммония на частоту пластидных мутаций, 
индуцированных НМЛЛ 
Рлстс-
H.lf.H.lHT шплы НИИ 
1 
j Пестро-
Выживае- | лнетныт 
мость, % 1 растении 
•ч 
-
пестролист­
ности В М | 
Семен 
М, 
Семей 
М. с 
тттрп-
-
пестролист­
ных мутации 
261 
\1 -+. M I . X O . , № 
ST.п 151 
67,7 11 
57,9 + 3.1 
л,4 ± 1,6 
120 
92 
74 
I) 
61,4±4,4 
6,5 + 2.5 
. . . ' - - . н н л н [ i . i c ic i i in i М| уменьшает частоту пестролистности с 62,5±6,0 
ю ЧА 3.0% ( I 6) . 
К, иапротио, увеличивает выход пластомных мутаций с 3,5±2,9-
(использовалась концентрация мутагена 0,015%) до 2 5 , 0 ± 4 , 2 % . Допол-
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нительная обработка КОФ не оказала никакого влияния на индукцию 
пластидных мутаций (табл. 7). 
Таблица 6. Влияние ПАБК на частоту 
индуцированной НММ пестролистиости в М г 
Обсуждение. В настоящее 
время является общепризнан­
ным, что модифицирующее дей­
ствие различных факторов опре­
деляется в первую очередь их 
влиянием на процессы восста­
новления предмутациоиных по­
вреждений. Предмутационные 
изменения ядерных генов в зави­
симости от внутриклеточных и 
внешних условий могут либо реализовывасься в мутации, либо восста­
навливаться [12; 31—32]. 
Таблица 7. Влияние кинетина и кофеина на частоту пластомных пестро­
листных мутаций, индуцируемых НМ (0,015%) 
Количество 
вариант опыта расте­ пестро­ пестролист­
ний листных • иости 
м, растении 1 
НММ 64 40 62,5 ±6,0 
Н М М + П А Б К 96 9 9,4 ±3,0 
Вариант опыта Выживае­ Семен 
Количество семей с пестролист­
ными мутациями 
мость М | , °о абсолютн. 
НММ 
НММ + КИНЕТИН 
НММ •+- КОФЕИН 
62.7 
34.? 
64.7 
94 
104 
194 
8 
26 
16 
8,5 + 2,9 
25,0 + 4.2 
8,3 ±2,0 
Представленные нами результаты свидетельствуют о том, что п л а -
стидные мутаци т а к ж е проходят стадию потенциальных изменений и 
повреждения генетического материала пластид способны репариро-
ваться. 
Наши данные свидетельствуют о том, что потенциальные измене­
ния пластид реализуются в истинные мутации в момент синтеза 
их Д Н К . 
Во-первых, при высушивании обработанных НММ при 25 °С семя­
нок до исходного состояния и последующем их хранении наблюдаете» 
очень мало пластомных мутаций. В зародыше сухого семени присут­
ствуют неактивные, но способные функционировать органеллы и макро­
молекулы. При прорастании усиливается дыхание, активируются фер­
менты и спустя несколько часов после набухания начинается реплика­
ция Д Н К [16 ,21] . Эти особенности прорастания и обусловливают, оче­
видно, резкое повышение частоты пестролистиости. 
Во-вторых, удлинение интервала между моментом действия мута­
гена и началом проращивания обработанных семянок приводит к суще­
ственному снижению частоты пластомных мутаций..В этом случае отда­
ляется процесс репликации генетического материала. Таким же обра­
зом мы объясняем снижение частоты пластидных мутаций после допол­
нительного воздействия Д Н Ф и Р. Влияние Д Н Ф как фактора , разоб­
щающего дыхание, и окислительное фосфорилирование в конечном 
итоге сводится к подавлению образования АТФ [20] , энергия которого 
необходима для нормального протекания важнейших метаболических 
процессов, в том числе и репликации генетического материала. Извест­
но, что Д Н Ф ипгибирует ДНК-зависимый синтез Р Н К Г24]. Показано , 
что этот агент блокирует синтез Д Н К , Р Н К и белка у Nigelta, вызывая 
хромосомные аномалии [25] . Д Н Ф ингибирует также репликацию вне-
ядерной Д Н К [23] . 
По данным, полученным на хламидомонаде [43] , Р ингибирует хло-
ропластную РНК-полнмсразу . Таков же механизм действия антибио-
12 U 
тика и на высшие растения, что приводит к ингибированию синтеза 
•белка и нуклеиновых кислот в хлоропластах [34] . 
Известно, что цитокинины стимулируют деление хлоропластов, их 
рост и синтез Д Н К в этих органеллах [9; 15]. Исходя из этого, увели­
чение частоты индуцируемых НММ пестролистных растений после до­
полнительного действия К находится в полном соответствии с пред­
ставлением о фиксации потенциальных изменений пластид в момент 
синтеза их генетического материала. 
И, наконец, наивысшая эффективность Н М М при 15°С может объ­
ясняться тем, что при пониженной температуре возрастает содержание 
нуклеиновых кислот за счет активации их синтеза [14; 21]. Так, син­
тез Д Н К начинается на 15-м часу прорастания семян пшеницы при 
22°С. Однако если семена предварительно инкубировать при 2°С в те­
чение 8 ч, то начало синтеза Д Н К начинается уже через 4 ч [21]. Низ­
кая температура усиливает биосинтез растительных гормонов, вызы­
в а е т освобождение их связанных форм [21] . Увеличение содержания 
гормонов в клетке активирует процессы синтеза белка и нуклеиновых 
кислот. Такие гормоны, как цитокинины, о чем говорилось выше, сти­
мулируют синтез Д Н К пластид. 
Вытекающие из представленного нами фактического материала 
.выводы подтверждаются рядом данных литературы. Так, у хламидомо­
нады и дрожжей цитоплазматические мутации, индуцируемые нитрозо-
гуанидином, фиксируются в момент репликации пластидных и мито-
хондриальных генов [26—27]. В связи с этим временное разделение 
процессов удвоения генетического материала ядра и цитоплазмы слу­
жит основой отбора различных типов мутаций. 
Очевидно, в момент репликации возникают пластидные мутации 
томатов, львиного зева, индуцированные Н М М [28] . В этом можно убе­
диться, ознакомившись с методикой эксперимента, — за проращиванием 
семян на воде в течение нескольких часов следует их проращивание 
на растворах НММ. 
Следующий вывод, который вытекает из представленных нами дан­
ных, состоит в том, что потенциальные изменения пластид очень быстро 
восстанавливаются. Уже через 72 ч после окончания обработки мута­
геном происходит полное устранение повреждений генетического мате­
риала пластид. 
Как было отмечено ранее, ннтрозоамиды индуцируют специфиче­
ский вид быстро восстанавливающихся метастабильных состояний [32]. 
В связи с этим можно предположить, что наблюдаемое нами быстрое 
устранение потенциальных изменений пластид определяется в первую 
очередь спецификой мутагена. Однако проведенные в нашей лаборато­
рии опыты показали, что потенциальные изменения ядерных генов яч­
меня, индуцированные НММ, сохраняются до 40 суток [ I l l -
He исключено, что способность пластидных потенциал!.иых изме­
нений к быстрому восстановлению является одной из причин, опреде­
ляющих высокую устойчивость пластома к мутагенным воздействиям, 
что проявляется в трудности получения пластидных мутаций у высших 
растении [3; 28]. 
Существуют несколько путей репарации генетического материаля, 
наиболее полно изученных у бактерий [12, 13, 22]. Недостаточно изве-
•стно о механизмах восстановления генетического материала цитоплаз-
матнч!" кил органелл [23, 38, 42] . 
Одним in молекулярных механизмов, обеспечивающих устранение 
различных изменении структуры Д Н К , является эксцизионная репара­
ция | 12, 13. 22], которая включает отыскание, вырезание поврежден­
н о ю участка и последующий синтез на основе нормальной матрицы. 
Отсутствие пластидных мутаций в результате хранения обработан-
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ных НММ семянок можно было бы объяснить безошибочной работой 
•системы репарации, но это вряд ли возможно в условиях хранения. 
Кроме того, можно сослаться на факты, показывающие, что эксцизион-
ная репарация не имеет места при темновом устранении поврежденной 
митохондриальной Д Н К [36] . 
Поэтому в нашем случае наиболее вероятен другой механизм 
устранения повреждений Д Н К — прямое деметилирование азотистых 
оснований. Этот физико-химический процесс довольно часто встре­
чается при репарации повреждений генетического материала [22] . Бо­
лее того, при использовании алкилнитрозосоединений с небольшой, 
длиной цепи именно этот механизм восстановления играет главную 
роль [41] . 
Пластидные мутации возникают, вероятно, в ходе индуцибельной 
пострепликативной репарации. В данном случае ослабляются требова­
ния к матричному синтезу, в результате чего полимеразы не обеспечи­
вают синтеза нормальной Д Н К на матрицах, несущих повреждения. 
В ходе репликации напротив поврежденных участков Д Н К во вновь 
•синтезированных кольцах Д Н К возникают бреши [12, 22]. 
Бреши или пробелы сохраняются в течение нескольких часов [33] . 
За это время они могут быть устранены в результате процессов реком­
бинации или дополнительного синтеза Д Н К . 
Имеются данные, показывающие, что пострепликатнвпая репара­
ция, связанная с процессами рекомбинации, подавляется кофеином 
[12, 22, 40] . В нашем случае кофеин не оказал никакого модифици­
рующего влияния на индукцию пластидных мутаций. Не исключено, чго 
отсутствие эффекта кофеина определяется особенностями объекта, так 
как известно, что рекомбинационная репарация редуцируется кофеи­
ном у грибов [30] , но не у бактерий [35] . 
Хотя попытки выявить механизмы действия антимутагенов АА и 
ПАБК пока не позволили сделать четких выводов, показано, что в ряде 
случаев эти вещества индуцируют дополнительный синтез Д Н К [ 1 ] . 
Высокая генетическая активность П А Б К , состоящая в эффективном 
восстановлении повреждений, индуцированных УФ -облучением, у-лучл-
ми и НММ, определяется избирательным влиянием П А Б К на индукцию 
ДНК-полимераз [10, 19]. В нашем случае П А Б К , увеличивая актив­
ность Д Н К - п о л и м е р а з , обеспечивает застраивание брешей за счет сип-
теза Д Н К в процессе пострепликативной репарации. Труднее интерпре­
тировать механизм антимутагенного действия АА. Это соединение 
используется в примененной нами концентрации в смеси Прянишни­
кова, оно устраняет структурные изменения хлоропластов, стимулирует 
•фиксацию С 0 2 , вызывает активацию рибулозо-1,5-бифосфаткарбокси-
лазы [2, 29] . Вероятная цепь событий от начала взаимодействия мута­
гена с Д Н К до появления мутации схематически изображена на рис. 1. 
Очевидно, что возникающие таким путем мутации должны пред-
•ставлятЬ собой прежде всего делеции. Именно такие молекулярные 
'изменения обнаружены в пластидной Д Н К нефотосинтезирующих му­
тантов хламидомонады, индуцированных 5-фтордезоксиуридином [37] . 
Деления одного основания вызывает «сдвиг рамки». Мутации со 
-«сдвигом рамки» ревертируют к дикому типу с очень низкой частотой. 
'Среди индуцированных нами пестролистных мутаций подсолнечника 
пока не было обнаружено ни одного случая реверсий, хотя было про­
смотрено более 10 000 пестролистных растений различных линий. Это 
в общем подтверждает правильность высказанной гипотезы относи­
тельно механизма образования пластидных мутаций, но требует про­
ведения специальных работ по подтверждению молекулярной природы 
индуцированной пестролистное™. 
Выводы. Р я д факторов (температура, 2,4-дпнитрофенол, рпфам-
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пицин, кинетин, азотнокислый аммоний, пара-аминобензойная кислота 
и интервал между окончанием обработки и началом проращивания 
обработанных семянок) модифицирует мутагенный эффект N-нитрозо-
N-метилмочевины на хлоропласты подсолнечника. Влияние кофеина на 
индукцию пластидных мутаций не обнаружено. 
Из полученных данных можно заключить, что потенциальные из­
менения пластид быстро восстанавливаются. Их реализация в мутации 
происходит в момент синтеза генетического материала пластид. Пред­
ложена вероятная цепь событий от начала взаимодействия мутагена 
с Д Н К до появления мутаций. 
Summary 
Such factors as temperature, lime interval between the end of treatment and the 
beginning of wax of treatmend seeds, as well as 2,4-dinitrophcnol, rifampicin, kinetin, 
N H 4 N O 3 , p-amino benzoic acid have been shown to modify the mutagenic effect oi 
N-methyl-N-nitrosourea on chloroplasts in sunflower. Caffeine has been found to have 
no influence on induction of plastid mutations. 
On the basis of these observations the existence of lepair mechanism of damaged 
plastid DNA has been proposed. The realization of premutational damage of plastid 
in true mutation probably takes place during the replication of plastid DNA. It is 
supposed that the mutations are produced on plastid DNA as a result of post-replica¬
tion repair. 
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